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RESUMO 
 
Procuramos neste projeto de tese de Doutorado, manter a estratégia de anos, 
relacionado com o objetivo duplo de aquisição de autonomia na síntese de alguns tipos de 
materiais poliméricos e ao mesmo tempo, de aprimoramento da metodologia da síntese 
peptídica nestes suportes sólidos. Dentre os sub-tópicos ainda não desenvolvidos, a 
tecnologia da síntese de copolímeros de partida para a obtenção de derivados e posterior 
emprego em síntese de peptídeos e outras aplicações foi escolhida como item principal 
desta tese. Copolímeros com base em estruturas de poliestireno mas, alterando-se os grupos 
responsáveis pelo intercruzamento da matriz polimérica [divinilbenzeno (DVB), diacrilato 
de tetraetilenoglicol (TEG) ou diacrilato de 1,6-hexanodiol (HD)], foram estudados quanto 
à sua parte sintética e de algumas propriedades estruturais e físico-químicas. Fixando-se 
uma determinada condição de polimerização, obtiveram-se diversos lotes de copolímeros 
denominados respectivamente de DVB, TEG e HD, variando-se o grau de intercruzamento 
ou a condição de síntese (sem solvente, com tolueno, n-heptano ou a mistura 1:1 de ambos).  
Grãos dos copolímeros observados por microscopia, indicaram a obtenção de 
tamanhos na faixa de 125 a 600 µm e com variadas porcentagens de estruturas rompidas. 
Dos três, o TEG se mostrou no geral, o mais frágil, principalmente quando sintetizado em 
n-heptano, com ausência quase total de grãos íntegros em diferentes situações sintéticas. 
Por outro lado, o DVB e o HD apresentaram resultados sintéticos razoavelmente 
equivalentes, embora grãos maiores (de 600 µm) tenham surgido mais durante a síntese do 
primeiro em tolueno. Não se observou uma clara influência do grau de intercruzamento no 
tamanho ou integridade dos grãos das resinas obtidas. Mas no geral, grãos menores foram 
observados mais em copolímeros com teor de intercruzamento maiores. Alterações 
específicas em algumas condições de polimerização deverão ser futuramente testadas para 
um conhecimento mais claro das regras que governam a obtenção de copolímeros com 
diferentes tamanhos ou integridade de sua estrutura. 
A fase seguinte desta tese envolveu a síntese, estudos de alguns derivados destes 
copolímeros e suas aplicações biológicas. A partir do DVB de 2% de intercruzamento, 
obtiveram-se quatro lotes de benzidrilamino-resina  (BAR), após inserção de grupamentos 
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fenilmetilamínicos. Estes quatro lotes apenas se distinguiram quanto ao tipo de solvente 
eluente utilizado para a obtenção dos copolímeros correspondentes. Surpreendentemente, 
apenas o lote de BAR proveniente do DVB sintetizado com a mistura 1:1 de tolueno e n-
heptano apresentou um ótimo rendimento da síntese de um octapeptídeo-modelo (cerca de 
90%). Ainda do DVB, um derivado contendo grupamento sulfônico também foi obtido e 
ensaios iniciais de matriz como trocadora catiônica em cromatografia em coluna foram 
efetuados. A partir de um dos lotes de BAR anteriormente obtido, assimilamos também a 
técnica de introdução do grupamento polietilenoglicol (50 e 70% de acoplamento dos 
grupos amínicos da resina). Avaliação do grau de solvatação, efetuada por microscopia dos 
grãos, indicaram alterações significativas, com mudança do perfil de inchamento, de 
solventes mais apolares para polares, em função da inserção de grandes quantidades destes 
grupos polihidroxilados na estrutura da resina. 
Quanto aos copolímeros de TEG e HD, também foram alterados quimicamente em 
protocolos que introduziam inicialmente, grupamentos clorometílicos e posteriormente, 
aminometílicos. As respectivas resinas derivadas (ATEG e AHD) também foram, 
comparativamente à BAR, avaliadas em termos de grau de solvatação de suas matrizes, 
dependente do sistema de solvente empregado. Esta investigação foi efetuada, via 
acoplamento de uma marcador paramagnético do tipo aminoácido (9-
fluorenilmetiloxicarbonil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil-4-amino-4-carboxílico ou 
abreviadamente, Fmoc-TOAC) nos sítios amínicos destas resinas. Posterior investigação, 
via ressonância paramagnética eletrônica (RPE), indicaram uma diferenciação da ATEG 
em relação às outras resinas. Esta resina apresentou ótima solvatação (maior mobilidade de 
sua estrutura polimérica) tanto em solvente apolar (DCM) quanto nos polares (DMF e 
DMSO). Como aplicação prática destas duas resinas, o octapeptídeo modelo testado com os 
quatro lotes de BAR também foi sintetizado em ambas e o rendimento do material bruto 
obtido ficou ao redor de 70%. Em suma, o escopo deste projeto objetivando a aquisição da 
tecnologia de síntese de copolímeros e alguns de seus derivados foi o de aumentarmos o 
grau de autonomia de nosso grupo neste campo, evitando-se a importação dos mesmos. Por 
outro lado, fica em aberto a possibilidade de diferentes tipos de estudos físico-químicos e 
de aplicações tecnológicas dos mesmos, não somente restrito à síntese de peptídeos mas de 
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outras moléculas de interesse biológico e também com inserções no campo da 
cromatografia em coluna. 
Um tópico final, aparentemente dissociado dos demais mas ainda relacionado com o 
uso alternativo de derivados poliméricos, envolveu a aplicação da resina comercial de troca 
aniônica DEAE-Macroprep (BioRad Co.). Baseado em estudos prévios de nosso grupo, esta 
resina de uso cromatográfico foi empregada para a síntese de um pentadecapeptídeo e o 
derivado obtido (peptidil-DEAE-Macroprep) foi posteriormente utilizado para a purificação 
de heparinas e outros glicosaminoglicanos, através da cromatografia de afinidade. Os dados 
iniciais desta estratégia cromatográfica diferenciada e inovadora, mostraram-se promissores 
para a separação deste tipo de macromoléculas complexas, ainda não totalmente 
estabelecido na literatura. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A presente tese de Doutorado representa uma continuação natural de uma linha de 
pesquisa que teve início em nosso grupo há alguns anos atrás. Dois objetivos básicos estão 
inseridos neste esforço: aquisição de autonomia total na síntese de alguns tipos de 
polímeros necessários para a obtenção de peptídeos, e ao mesmo tempo, aprimoramento 
desta metodologia pela qual, seqüências peptídicas são produzidas ancoradas em suportes 
poliméricos. Daí o nome dado a esta técnica, de síntese peptídica em fase sólida – SPFS, 
ainda em contínuo processo de expansão e otimização quanto ao seu uso em todo o mundo 
(Atherton e Sheppard 1989; Barany e Merrifield 1980; Fields e Noble 1990; Stewart e 
Young 1984).  
Em relação ao aprimoramento desta metodologia de síntese, uma parte dos nossos 
esforços têm-se concentrado no entendimento mais aprofundado da função e das 
características do polímero utilizado para a obtenção de peptídeos. Alguns exemplos serão 
detalhados posteriormente a seguir. Além deste enfoque, desenvolvemos também estudos 
que objetivaram o aumento do rendimento da síntese, através da investigação de algumas 
etapas do ciclo sintético, principalmente a envolvida na clivagem final do peptídeo da 
resina, após o término da síntese. Mostramos em sucessivos trabalhos que as condições de 
clivagem deveriam ser alteradas em função do tipo de resina usada, do aminoácido C-
terminal e também do protocolo químico de síntese empregado (Jubilut et al. 2007; Jubilut 
et al. 2001; Jubilut et al. 1999; Nakaie et al. 2007) 
Quanto à área de polímeros, dentre os diversos tipos de resinas propostos na 
literatura para servir como ancoradouro sólido para o crescimento da cadeia peptídica, 
existem as que são específicas para a síntese de peptídeos α-carboxilados ou  α-
carboxamidas (Kates et al. 1996; Lebl 1998; Meldal 1997). E em sua maioria, estes 
suportes sólidos utilizados são derivados de um copolímero formado por monômeros de 
estireno e 1 ou 2% de intercruzamento de divinilbenzeno, conforme a estrutura mostrada na 
figura 1. Nesta figura, observa-se que em R, localizam-se diferentes grupamentos que dão a 
característica final da resina a ser empregada para síntese peptídica ou mesmo para outras 
finalidades. O copolímero mencionado é uma resina em forma de grãos, com diâmetro 
seco de tamanhos bastante variados, insolúvel em todos os solventes e bastante 
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estável, tanto do ponto de vista químico quanto físico, nas condições usuais por 
exemplo, de síntese peptídica.  
Inicialmente, ao estudar-se a síntese de diferentes derivados do copolímero de 
estireno e divinilbenzeno, procuramos protocolos experimentais que viabilizassem a 
obtenção de lotes de resinas que permitissem por exemplo, a produção de uma maior 
quantidade de peptídeos por síntese do que a normalmente obtida com as existentes 
comercialmente. O objetivo seria duplo: uma resina com grande quantidade de sítios 
reativos para a síntese peptídica (ou com alto grau de substituição)  teria a  vantagem  de  
permitir  maior  quantidade  de peptídeos por síntese e ao mesmo tempo, poder-se-ia avaliar 
melhor um conceito existente nesta metodologia e que recomenda a não utilização destas 
resinas para obter-se bom rendimento nas sínteses (Kent 1988). Esta pressuposição está 
baseada no esperado aumento das interações intercadeias dos peptídeos no interior do grão 
da resina, dificultando ou mesmo inviabilizando, por problemas estéricos, a reação de 
acoplamento de aminoácidos para o crescimento da cadeia peptídica.  
Deste modo, tomamos em uma fase inicial, como resina de estudo, a 
benzidrilamino-resina (BAR) introduzida para a obtenção de peptídeos α-carboxamidas 
terminais pela técnica da SPFS (Pietta et al. 1974). Forçando-se deliberadamente algumas 
etapas da síntese desta resina, conseguimos obter lotes com teores de grupamentos 
fenilmetilamínicos acima de 2 mmol/g (Marchetto 1988; Marchetto et al. 1992; Nakaie et 
al. 1988) um valor portanto bem mais elevado que os existentes comercialmente e que se 
situa usualmente na faixa de 0,4 mmol/g. O passo seguinte foi o de iniciar-se estudos onde 
verificaria-se a viabilidade do uso destas resinas altamente substituídas para a síntese 
peptídica. A hipótese de partida foi a de que, mesmo nesta condição de elevado teor de 
cadeias peptídicas, poder-se-ia minimizar a ocorrência de associações intercadeias ao 
utilizar-se sistemas de solventes alternativos que inchassem (solvatassem) melhorar esta 
estrutura polimérica.  
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Figura 1:  Estrutura química do copolímero de estireno, contendo intercruzamento de 
divinilbenzeno.  R = fenilmetilamino-grupos (no caso da BAR) 
 
Na seqüência desta estratégia de amplo alcance, partimos também para o estudo de 
características de solvatação de resinas contendo diferentes teores de cadeias peptídicas, 
variando-se a natureza das sequências e estudando-se os inchamentos de seus grãos em 
sistemas (simples ou mistos) de solventes que envolvessem preferencialmente toda a faixa de 
polaridade. Em uma seqüência de trabalhos correlatos (Marchetto et al. 1991; Nakaie et al. 
1988; Oliveira et al. 1992) em que mediu-se o inchamento de grãos de resina pelo método da 
microscopia (Marchetto et al. 1992; Sarin et al. 1980; Tam e Lu 1995), pudemos expandir 
bastante o conhecimento das regras de  solvatação de resinas e peptidil-resinas (Cilli et al. 
1996; Cilli et al. 2007b; Malavolta e Nakaie 2004; Malavolta et al. 2002; Marchetto et al. 
2005; Nakaie et al. 2006). 
Neste caso, considerando-se que as peptidil-resinas empregadas neste estudo 
poderiam ser consideradas como solutos-modelo, foi-nos possível propor  preliminarmente 
(Cilli et al. 1996), um novo parâmetro de polaridade de solvente, baseado na capacidade 
doadora e receptora eletrônica de cada solvente. Com um conjunto muito maior de resinas-
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modelo, empregadas como solutos, pudemos mais  recentemente (Malavolta et al. 2002) 
chegar, não somente a regras mais claras que governam a solvatação da malha polimérica 
mas também a propor uma escala de polaridade alternativa de solvente. Por todas as 
comparações efetuadas, esta escala nos pareceu melhor que as descritas na literatura, como 
a constante dielétrica, a constante de solubilidade de Hildebrand (Hildebrand 1949) ou o 
termo ET30, de Dimroth-Reichardt (Dimroth et al. 1963) Por conter em seu valor, 
contribuição equivalente tanto da capacidade eletrofílica quanto nucleofílica da molécula de 
solvente, denominamos esta nova escala ou constante como anfotérica (Oliveira et al. 
1992). Com este tipo de conhecimento adquirido por todos estes anos, foi nos possível 
equacionarmos alguns problemas de sínteses difíceis como os efetuados em resinas de 
elevado conteúdo peptídico (Cilli et al. 1999; Cilli et al. 1997a; Nakaie et al. 1990; Nakaie 
et al. 1988) ou de outros, como as sequências transmembranares bastante hidrofóbicas de 
receptores peptídicos de sete hélices (Oliveira et al. 2002; Oliveira et al. 1997; Oliveira et 
al. 1995) ou propor-se alterações em metodologias analíticas em que empregam-se resinas 
como suportes sólidos (Cilli et al. 2000). 
Paralelamente a estes estudos, procuramos inovar também no aspecto de estratégia 
de estudo físico-químico de polímeros, lançando-se mão da metodologia espectroscópica da 
ressonância paramagnética eletrônica – RPE - (Berliner e Reuben 1989; Schreier et al. 
1978; Wertz e Bolton 1972). Para isto, marcamos as resinas com um derivado heterocíclico 
paramagnético do tipo aminoácido e denominado TOAC – ácido 2.2.6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil-4-amino-4-carboxílico, e que havíamos introduzido 
anteriormente na química de peptídeos (Marchetto et al. 1993; Nakaie et al. 1981; Nakaie et 
al. 1983) Este marcador paramagnético tem sido bastante empregado ultimamente em uma 
variedade de enfoques, incluindo-se neste caso: estudos do tipo estrutura-função de 
peptídeos (Barbosa et al. 1999; Bettio et al. 2002; Nakaie et al. 2001; Nakaie et al. 1983; 
Nakaie et al. 2002; Schreier et al. 2004), puramente estrutural de segmentos peptídicos- 
modelo (Marsh 2006; McNulty et al. 2000; Smythe et al. 1995; Toniolo et al. 1995) de 
sistemas membranas-miméticos (Epand et al. 2001; Inbaraj et al. 2006; Moraes et al. 2007; 
Pertinhez et al. 1995; Pertinhez et al. 1997; Vieira et al. 2002) e mais recentemente,  da 
especificidade de enzimas (Teixeira et al. 2007) e da ligação de peptídeo ao receptor (Lopes 
et al. no prelo). 
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Esta estratégia de marcação de resinas ou peptidil-resinas com aminoácido marcador 
de spin (TOAC) tem-se mostrado bastante valiosa pois complementa, com vantagens, os 
estudos efetuados por microscopia dos grãos da resina. Em termos de síntese peptídica, o 
monitoramento da dinâmica e estruturação das cadeias peptídicas na resina, via RPE, 
comprovou a importância da solvatação dos grãos para a eficiência das reações de 
acoplamento de aminoácidos durante a síntese peptídica (Cilli et al. 1999; Cilli et al. 1997b; 
Marchetto et al. 2005; Nakaie et al. 2006; Nakaie et al. 1990; Nakaie et al. 1988; Oliveira et 
al. 2002; Oliveira et al. 1992; Oliveira et al. 1997). Incluem-se também neste caso, estudos 
efetuados variando-se parâmetros como a temperatura durante a síntese (Ribeiro et al. 
2001), em métodos analíticos aplicáveis também na metodologia da síntese peptídica (Cilli 
et al. 2000), ou mesmo através da ressonância nuclear magnética (Valente et al. 2005; 
Warrass et al. 2000)  
Atualmente, existe a possibilidade de estudarmos também as propriedades de 
solvatação destes peptídeos e resinas marcadas mas, alternativamente com um segundo tipo 
de marcador de spin do tipo aminoácido. Este novo marcador que denominamos POAC 
(ácido 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-3-amino-4-carboxílico) (Tominaga et al. 2001) 
apresenta uma estrutura cíclica do tipo pirrolidina e não piperidínica como o TOAC. A 
figura abaixo mostra comparativemente a estrutura destes dois marcadores de spin do tipo 
aminoácido, introduzidos até o momento na química de peptídeos e proteínas.   
 
 
 
 
 TOAC: ácido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-óxido-4-amino-4-carboxílico  
 
 
 
    POAC: ácido 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-óxido-3-amino-4-carboxílico. 
 
 Estrutura química dos marcadores de spin TOAC e POAC. 
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Dentre estes estudos que objetivam um melhor entendimento das características de 
solvatação das resinas, verificamos que se um lote de BAR de alto grau de substituição 
contivesse os seus grupamentos amínicos carregados positivamente (forma protonada), 
passava a se solvatar bem em solventes orgânicos polares, incluindo-se a água. Este 
resultado diferenciava-se completamente do observado com lotes desta resina contendo 
baixo teor de amino grupos. Neste caso, os seus grãos solvatavam-se bem apenas em 
solventes apolares, devido à predominância em sua estrutura, de grupamentos 
poliestirênicos hidrofóbicos. É devido a isto que empregam-se rotineiramente na síntese 
peptídica, solventes apolares do tipo  diclorometano (DCM), clorofórmio, tolueno, etc. 
(Wieland et al. 1969). 
Como os lotes de BAR de alta substituição contendo amino grupos protonados, 
possuem a capacidade de solvatar-se bem em meio polar incluindo-se o aquoso, nos foi 
possível pressupor que esta resina, apenas empregada para a síntese peptídica em meio 
orgânico, poderia também se tornar uma do tipo trocadora aniônica em meio aquoso,  
devido à presença de sítios carregados positivamente em sua estrutura. Foi com este 
raciocínio que comprovamos pela primeira vez, a capacidade cromatográfica desta resina 
(BAR com graus de substituição maiores do que 2 mmol/g), ao se purificar solutos 
biológicos com cargas negativas em meio neutro (Carvalho et al. 2003; Carvalho et al. 
2000a; Carvalho et al. 2000b; Etchegaray et al. 1994; Silva et al. 2005). A correlação 
sempre encontrada foi a de que, quanto maior o teor de grupamentos amínicos positivos, 
melhor o inchamento em meio aquoso e portanto, melhor o resultado cromatográfico em 
termos de capacidade de fracionamento e resolução dos picos. 
A BAR se situa na classe de resinas trocadoras do tipo aniônica fraca pois contêm 
amino grupos primários em sua estrutura, diferenciando-se das demais resinas encontradas 
no mercado e que caracterizam-se por apresentar em sua estrutura, amino grupos 
secundários, terciários ou mesmo quaternários. Tendo em vista a relevância para a sua 
aplicação apropriada como trocadora aniônica, estimamos previamente o pKa de seu amino 
grupo (BAR de 2,4 mmol/g) que se situou na faixa de 7 a 7,5. Isto foi possível através de 
uma estratégia inédita que correlacionou valor de inchamento dos grãos da BAR obtidos 
por microscopia, com os do pH do meio (Etchegaray et al. 1996). 
 Um outro enfoque desenvolvido envolveu um raciocínio inverso ao aplicado para a 
BAR, isto é, encontrar uma resina comercial de troca aniônica e que pudesse ser empregada 
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para fins de síntese peptídica. A expectativa residia no fato de que se isto for viável, 
existem resinas comerciais com limites de exclusão bem maiores do que os de poliestireno-
divinilbenzeno (não maiores do que 50 kDa). Deste modo, poder-se-ia, na dependência das 
características de solvatação em meio aquoso e estabilidade da ligação peptídil-resina, 
encontrar uma que permitisse a síntese de uma seqüência peptídica desejada, remover as 
cadeias lateriais dos resíduos para evitar reações cruzadas durante o elongamento da cadeia, 
viabilizando a obtenção de uma peptídil-resina que poderia ser empregada para 
cromatografia de afinidade mais específica. Com este objetivo, estudos anteriores (Nakaie 
et al. 2003) demonstraram que as trocadoras aniônica DEAE-Macroprep, da BioRad Co. 
(matriz de poliacrilamida) e a DEAE-Sephadex A-50 (matriz de dextran) da antiga 
Pharmacia Co. poderiam ser empregadas para a síntese e posterior cromatografia de 
afinidade de macromoléculas negativas (Nakaie et al. 2003). A primeira apresentou um 
rendimento bem melhor em termos de síntese peptídica e rendimento da purificação por 
afinidade, de anticorpos contra a malária. Deste modo, na seqüência deste item introdutório, 
maiores detalhes serão dados quanto a um tópico que desenvolveremos no final desta tese, 
envolvendo um outro teste de emprego da resina DEAE-Macroprep, agora na purificação 
de compostos negativos do tipo carboidrato. 
 E finalmente, ainda dentro desta perspectiva de obter-se peptidil-resinas para 
posterior cromatografia de afinidade, a aminometil-resina (Mitchell et al. 1976a; Mitchell et 
al. 1978), contendo aminometil grupos em matrizes de poliestireno-divinilbenzeno, 
introduzida para a síntese peptídica como a BAR, também foi testada com a mesma 
finalidade cromatográfica. Os resultados foram positivos, embora com uma eficiência 
cromatográfica menor nesta resina, se em comparação com a DEAE-Macroprep (Carvalho 
et al. 2005). 
Com base nestas considerações, onde se detalhou cronologicamente o 
desenvolvimento de nossa linha de pesquisa que objetiva, tanto o aprimoramento da 
metodologia da síntese peptídica quanto da aquisição de autonomia na obtenção de 
polímeros para a síntese, a parte mais substancial desta tese procurou atacar esta última 
alternativa. Deste modo, além do já mencionado copolímero de estireno com 
intercruzamento de divinilbenzeno, foram desenvolvidos esforços no sentido do domínio da 
síntese de outros dois tipos de copolímeros, variando-se o tipo (intercruzamento com 
grupos diacrilato de tetraetilenoglicol ou de diacrilato de 1,6-hexanodiol (Kumar et al. 
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2000; Renil et al. 1994; Renil e Pillai 1996; Varkey e Pillai 1999; Varkey e Pillai 1998) e 
quantidade do grupamento químico responsável pelo intercruzamento ou reticulação da 
resina. Além disto, procuraram-se também obter alguns derivados destes copolímeros e 
estudos de caracterização de suas propriedades também foram desenvolvidos. Estudos da 
parte mais química da obtenção de todos estes materiais poliméricos, avaliando-se a 
viabilidade de síntese em função do sistema de solvente da síntese ou do grau de 
intercruzamento, ambos relacionados com o grau de integridade física, do tamanho dos 
grãos, densidade, etc, foram efetuados. Ao final, alguns exemplos de aplicação prática 
destes copolímeros ou derivados foram escolhidos para uma avaliação mais correta das 
potencialidades tecnológicas dos mesmos.  
Para melhor esclarecimento dos itens principais que foram portanto, desenvolvidos 
nesta tese, abordaremos a seguir, os itens relacionados com copolímeros e o protocolo de 
polimerização, a metodologia da síntese peptídica efetuada em polímeros e finalmente, de 
forma sucinta, o tópico da cromatografia de troca iônica em geral e a relação com os 
objetivos que foram traçados para esta tese, envolvendo um novo ensaio da resina trocadora 
aniônica DEAE-Macroprep, para fins de síntese peptídica e posterior purificação por 
cromatografia de afinidade de macromoléculas de relevância biológica. 
 
1.1.  Copolímeros e o Processo de Polimerização 
 
O tradicional copolímero de estireno–divinilbenzeno tem, apesar de ter sido 
introduzido há muitos anos atrás (Grulke 1989; Millar et al. 1963; Millar et al. 1965), 
apresentado contínuas perspectivas de estudo pois relevantes modificações estruturais para 
fins biotecnológicos podem ser obtidos nestas resinas, variando-se determinados 
parâmetros envolvidos em sua síntese química. Originalmente utilizados na forma de gel ou 
microrreticular, esse copolímero, que tem passado por uma série de inovações e 
modificações, proporcionou grandes avanços na separação e análise de diferentes 
compostos químicos, desde sua descoberta até os dias atuais (Arshady 1991; Jacobelli et al. 
1978; Kun e Kunin 1968; Rabelo 1993; Rabelo e Coutinho 1994; Rounds et al. 1987; 
Sederel e Dejong 1973; Tanaka et al. 1982; Teixeira et al. 2001; Wiley et al. 1964; Yuan et 
al. 1991) 
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Além disso, através de um estudo rigoroso da estrutura física e das propriedades dos 
copolímeros macroporosos, verificou-se a possibilidade de inserção de variados grupos 
químicos nos anéis aromáticos na estrutura polimérica, o que propiciou um avanço 
significativo em sua utilização (Boissonnas et al. 1960; Dumont e Fritz 1995; Marchetto et 
al. 1992; Rana et al. 2000; Schwarz et al. 1957)  
A metodologia a ser empregada para a obtenção de copolímeros envolve 
principalmente o protocolo da síntese em suspensão. Um típico sistema de polimerização 
em suspensão apresenta um ou mais monômeros insolúveis na água, contendo um 
composto “iniciador da polimerização” solúvel na fase orgânica. Essas espécies são 
dispersas numa fase aquosa por uma combinação de forte agitação e uso de pequenas 
quantidades de agentes de suspensão (estabilizantes). Uma condição satisfatória de agitação 
mecânica é suficiente para manter o monômero na forma de gotículas, que são lentamente 
convertidas de um estado líquido de alta mobilidade para uma mistura altamente viscosa e, 
finalmente para uma partícula de polímero dura (Machado et al. 2007)  
Estes polímeros são geralmente utilizados na forma de partículas esféricas e a 
polimerização em suspensão é o método mais comumente empregado. Durante a 
polimerização ocorre uma separação de fases tal que, são formados aglomerados de 
partículas esféricas separadas por fases ricas em diluentes. As gotas monoméricas formadas 
são termodinâmicamente instáveis e sua coalescência é evitada pelo balanço entre o sistema 
de agitação e o agente de suspensão utilizado. Após a eliminação do diluente e purificação 
das estruturas esféricas, para remoção de monômeros residuais, têm se o copolímero de 
partida (Brooks 1990; Faber 1967; Neves 1996; Rabelo 1993). 
Segundo (Kun e Kunin 1968), a formação de estruturas macroporosas ou 
macroreticular se dá através de um mecanismo, que pode ser definido como um processo 
em três estágios: na polimerização dos monômeros em suspensão aquosa, cada gota de fase 
orgânica (monômeros + diluentes) pode ser considerada como uma polimerização em 
massa individual que resulta em pérola de copolímero. Durante os primeiros estágios da 
polimerização, formam-se cadeias poliméricas com grupos vinila pendentes. Com o 
progresso da polimerização, são formados microgéis com ligações cruzadas 
intramoleculares e cadeias lineares de alto peso molecular que são ainda solúveis no 
sistema monômero-diluente. Em seguida, ocorre uma separação de fases inicial que origina 
uma fase rica em copolímero e uma fase diluente com baixa concentração de polímero. Os 
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monômeros ficam distribuídos entre as duas fases.  Como os microgéis precipitados são 
constituídos de cadeias de polímero bastante solvatadas e com baixo grau de ligações 
cruzadas, eles podem se comportar como líquidos.  Desse modo, a tensão interfacial na fase 
rica em polímero produz formas esféricas de mais baixa energia, tal que o copolímero 
precipita na forma de microgéis esféricos.   
Em uma dada conversão, ocorre a macrogelação, isto é, a formação de pérolas do 
tipo gel constituídas de aglomerados de microgéis. O primeiro estágio na formação da 
estrutura macroporosa é, portanto, a produção e aglomeração de microesferas tipo gel. O 
segundo estágio do processo é a interligação das microesferas através da polimerização dos 
monômeros que solvatam as cadeias poliméricas na superfície das mesmas.  Não obstante 
as características dos poros dependam da formação das microesferas no primeiro estágio, a 
estrutura não-gel é formada somente no segundo estágio, no qual a concentração de 
monômeros na fase diluente sofre uma redução considerável e os aglomerados de 
microesferas ficam separados por gotas de diluente. No terceiro estágio, o monômero 
residual é polimerizado pelo aquecimento da mistura reacional para remoção do diluente. 
Sederel e De Jong (1973), colocaram também, de maneira simplificada, a formação 
de estruturas macroporosas, como um processo em três estágios caracterizados por: (1) 
formação das microesferas;  (2) aglomeração das microesferas; (3) fixação dos 
aglomerados no interior da pérola.  No primeiro estágio, o copolímero precipita na forma de 
microgéis, onde as cadeias poliméricas estão bastante solvatadas pelas moléculas de 
monômero. A medida que os monômeros vão sendo convertidos em copolímero, as cadeias 
poliméricas vão se tornando cada vez menos expandidas e mais emaranhadas.  Esses 
emaranhados de cadeias poliméricas são chamados núcleos e  constituem a fase gel dos 
copolímeros macroporosos.  Com a sequência da polimerização, os núcleos se aglomeram 
para formar as microesferas, as quais não são estruturas poliméricas totalmente 
compactadas.  No segundo estágio, as microesferas se aglomeram de modo que gotas de 
diluente impedem a compactação da estrutura. Os espaços entre as microesferas e suas 
aglomerações são chamados macroporos.  No terceiro estágio, ocorre a fixação dos 
aglomerados através da polimerização dos monômeros residuais e a contração da estrutura 
macroporosa com a retirada do diluente.  
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 A estrutura macroporosa de polímeros reticulados ou intercruzados resulta da 
polimerização de monômeros na presença de compostos inertes denominados diluentes, os 
quais são classificados em solvatantes, não solvatantes ou diluentes poliméricos, sendo que 
este último contribui para a formação da estrutura porosa não só em função da sua 
concentração, mas também através da contribuição relativa do peso molecular médio, 
distribuição de peso molecular e composição. Em decorrência disso, existem dois tipos 
diferentes de formação porosa. O primeiro tipo se constitui de espaços existentes entre as 
partículas primárias de um sólido quando estas se encontram ligadas pela ação de forças de 
superfície, formando agregados ou aglomerados, denominados partículas secundárias, da 
qual fazem parte também os espaços existentes entre as partículas.  Outrossim as 
características desse sistema de poros estão ligadas à forma e ao tamanho das partículas 
primárias e secundárias do sólido de origem. A forma dos poros formados a partir da 
aglomeração dessas partículas será função da sua distribuição de tamanhos e da forma de 
empacotamento. Quando as partículas são esféricas, o empacotamento pode ser expresso 
em termos do número de coordenação N, que é o número médio de partículas esféricas 
vizinhas em contato com uma determinada partícula (ver estrutura abaixo). No caso ideal, 
onde as esferas apresentam o mesmo tamanho, N pode assumir valor igual a 12 se o 
empacotamento for hexagonal, 4 para tetragonal e pode chegar a 2 em uma estrutura muito 
aberta.  
                                              
             
 
 
Poros em agregados constituídos de partículas esféricas 
 
O segundo tipo de porosidade é formado quando uma parte do sólido é removida, 
seja por um processo de solubilização parcial deste sólido, reações com formação e 
permeação de gases ou, no caso dos suportes poliméricos, pela separação de fases entre o 
copolímero e o diluente durante o processo de síntese do suporte (processo de 
polimerização). Estes dois tipos de porosidade são responsáveis pelos conceitos de área 
externa e interna.  A área externa é caracterizada pela porosidade constituída pelos espaços 
existentes entre partículas primárias e entre partículas secundárias. Este tipo de área  
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aumenta quando a superfície do sólido apresenta imperfeições na forma de sulcos e fissuras 
com dimensões maiores em comprimento do que em profundidade. Já a área interna é 
formada pelas paredes dos sulcos, poros e cavidades com profundidades maiores do que o 
comprimento e que tenham abertura para o exterior. Poros fechados não contribuem para o 
aumento da área interna. Normalmente, a área interna é muito maior que a externa, sendo 
determinante da superfície total do sólido (Galia et al. 1994; Gregg e Sing 1982; Howard e 
Midgley 1981).  
A caracterização da estrutura porosa pode ser avaliada através de alguns parâmetros 
dentre os quais podem ser citados, a densidade, tamanho de partícula, área específica, 
tamanho e volume de poros. Das várias técnicas desenvolvidas para a determinação 
quantitativa desses parâmetros,  destacam-se a adsorção de nitrogênio e a intrusão de 
mercúrio, que são considerados os dois principais métodos, e que normalmente estão 
associados à obtenção de resultados conclusivos sobre a porosidade de um material 
(Teixeira et al. 2001).  
 
1.2. A Metodologia da Síntese Peptídica em Fase Sólida 
 
A partir de 1903, com a descoberta  da natureza polimérica das proteínas (Fischer 
1903), a síntese química de peptídeos apresentou um crescente e ordenado 
desenvolvimento.  Expressivas e contínuas contribuições passaram a serem introduzidas 
(Bergmann e Zervas 1932; du Vigneaud e Katsoyannis 1954; Wieland et al. 1951), 
viabilizando assim a construção de uma sequência peptídica desejada.  Ainda nas  décadas 
de cinquenta e sessenta,  vários peptídeos com  atividade biológica e seus análogos foram 
descritos, bem como novos grupos protetores de cadeia lateral, reagentes  e métodos de 
acoplamento (Bartlett et al. 1956; ; Bodanszky 1955; Boissonnas et al. 1960; Schwarz et al. 
1957; Schwyzer e Sieber 1957; Wieland et al. 1951) Porém, a metodologia aplicada até 
1960, era muito lenta e complicada, o que  inviabilizava  a crescente demanda de peptídeos 
sintéticos  para a pesquisa, diagnóstico e terapêutica. Foi nessa época que surgiu o método 
de síntese peptídica em fase sólida (SPFS), desenvolvido por Bruce Merrifield (Merrifield 
1963), que lhe valeu  o prêmio Nobel de química em 1984.  Essa metodologia, que tem 
apresentado um contínuo desenvolvimento, registrado em forma de sucessivas revisões, 
(Atherton e Sheppard 1989; Barany e Merrifield 1980; Birr 1978; Fields 1997; Fields e 
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Noble 1990; Kent 1988; Meienhofer 1973; Merrifield 1969; Mitchell et al. 1976a; Mitchell 
et al. 1976b; Stewart e Young 1984) foi desenvolvida de forma a se obter maior 
simplicidade operacional e rapidez em relação à síntese convencional em solução,  e 
consiste no crescimento da cadeia peptídica  ligada covalentemente a um suporte sólido 
polimérico (resina), que tem como principal característica a insolubilidade e estabilidade 
química e física em todos os solventes utilizados durante a síntese.  A ligação covalente do 
aminoácido α-carboxiterminal da sequência peptídica é feita em sítios reativos existentes 
na resina, e é realizada num frasco contendo um filtro poroso, o qual permite a eliminação 
de reagentes e sub-produtos através de filtração e sucessivas lavagens,  deixando apenas a 
peptidil-resina retida na placa,  o que permite a automação de todo o processo em ciclos 
sintéticos repetitivos, num único frasco de reação. 
Duas estratégias compõem atualmente o método da síntese peptídica em fase sólida 
e se caracterizam pela diferença na labilidade dos protetores do α-amino grupo dos 
aminoácidos. A primeira e mais comumente empregada, usa como protetor temporário 
amínico,  o grupamento ácido lábil terc-butiloxicarbonila (Boc) (figura 2), e os derivados 
do radical benzila (Bzl) como protetores da maioria das cadeias laterais reativas dos 
aminoácidos (Barany e Merrifield 1980; Kent 1988; Stewart e Young 1984).  Na segunda 
estratégia, utiliza-se como protetor dos α-amino grupos, um grupo base lábil denominado 
9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) (figura 3) e como protetores das cadeias laterais de 
aminoácidos, os derivados do radical terc-butila (t-Bu) (Atherton et al. 1975; Atherton e 
Sheppard 1989; Carpino e Han 1970; Fields e Noble 1990).  Em ambas as estratégias, o 
peptídeo está ligado à resina através de uma ligação éster, quando se deseja um peptídeo 
com a carboxila livre, ou uma ligação amida quando se quer um peptídeo na forma de 
carboxamida. Na estratégia Boc/Bzl, a desproteção do N-α-amino-grupo é feita com ácido 
trifluoroacético (TFA) 30% em diclorometano (DCM), a neutralização com trietilamina 
(TEA) 10% em DCM ou diisopropiletilamina (DIEA) 5% em DCM,  as lavagens 
intermediárias com DCM.   
 Pela estratégia do Fmoc/tBu como a remoção do grupo protetor amínico é feita em 
meio básico piperidina (PIP) 20% em dimetilformamida (DMF), dispensa o passo de 
neutralização. Neste caso, as lavagens intermediárias bem como quase todas as etapas 
sintéticas, são realizadas em DMF, que além de dissolver os Fmoc-aminoácidos, solvata 
bem por exemplo, a poliacrilamida, uma resina muito utilizada nesta estratégia (Atherton et 
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al. 1975; Atherton e Sheppard 1989). A etapa de acoplamento pode ser realizada 
empregando-se diferentes agentes acilantes e é comum para as duas  estratégias. Em geral, 
a diisopropilcarbodiimida (DIC) e o anidrido simétrico pré-formado (AS), são mais 
comumente empregados na estratégia Boc/Bzl. O hexafluorfosfato de benzotriazolil-N-oxi-
tris (dimetilamino)fosfônio (BOP) em presença da base DIEA (Castro et al. 1975) e/ou com 
adição de hidroxibenzotriazol (HOBt) (Hudson 1988) e também hexafluorfosfato de 
benzotriazolil-N-oxi-tris (pirrolidino) fosfônio (PyBOP) (Coste et al. 1990), 
tetrafluorborato de 2-(1H-benzotriazolil-1,1,3,3-tetrametilurônio) (TBTU) e 
hexafluorfosfato de 2-(1H-benzotriazolil1,1,3,3-tetrametilurônio) (HBTU) (Knorr et al. 
1989), 1,hidroxi-7-azabenzotriazolil (HOAt) (Carpino 1993) e hexafluorfosfato de O-(7-
azabenzotriazolil-1,1,3,3-tetrametilurônio (HATU) (Carpino et al. 1994; Kates et al. 1996) 
podem ser usados para as duas estratégias. Em ambas metodologias, a clivagem do 
peptídeo da resina é feita em meio ácido. Na estratégia Boc/Bzl, a clivagem final do 
peptídeo da resina e a desproteção dos grupos protetores das cadeias laterais é efetuada 
geralmente em uma única etapa de tratamento com HF anidro (Sakakibara et al. 1962), em 
presença de o-cresol e dimetilsulfeto (5%, v/v, cada) que agem como supressores de 
reações colaterais induzidas por carbocátions liberados durante este tratamento com ácido 
forte (Barany e Merrifield 1980). Para o caso de sínteses efetuadas pelo método Fmoc/tBu, 
a maior labilidade dos protetores das cadeias laterais e da ligação do peptídeo à resina, 
permite que a etapa de clivagem final seja efetuada em ácido mais fraco que o HF. 
Usualmente se emprega o tratamento com TFA cerca de 90% em DCM por 1 a 2 horas 
(Fields e Noble 1990). Para que a ligação peptidil-resina seja mais lábil em tratamento 
ácido na estratégia Fmoc/tBu, utiliza-se polímeros contendo grupamentos do tipo 
p-alcoxibenzílicos (para obtenção de peptídeos com α-carboxilatos livres) (Wang 1973) ou 
por exemplo, resinas do tipo Rink-metilbenzidrilamino-resina (Rink-MBAR) (Rink 1987) 
para o caso de peptídeos α-carboxamida terminais. Quando se emprega o método Boc/Bzl, 
as resinas mais utilizadas são do tipo clorometilada ou PAMR (fenilacetamidometil-resina) 
(Mitchell et al. 1976a), metilbenzidrilamino-resina (MBAR) (Matsueda e Stewart 1981) ou 
BAR (Pietta et al. 1974). Após a clivagem ácida, a resina é lavada com acetato de etila ou 
éter etílico e o peptídeo é extraído com ácido acético 5% em água e liofilizado até a 
obtenção de um pó branco floculoso. 
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1a Etapa: Acoplamento do primeiro aminoácido 
 
 
 
 
 
2a Etapa: Desproteção do grupo protetor (t-Boc) 
 
 
 
 
 
 
3a Etapa: Neutralização do grupo amino 
 
 
 
 
4a Etapa: Acoplamento do aminoácido subseqüente 
 
 
 
 
 
5a Etapa: Clivagem do peptídeo da resina (HF) 
 
 
 
 
 
 
Figura 2:  Etapas de obtenção dos peptídeos em fase sólida da estratégia t-Boc. 
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1a Etapa: Acoplamento do primeiro aminoácido 
 
 
 
 
 
 
 
2a Etapa: Desproteção do grupo protetor (Fmoc) 
 
 
 
 
 
3a Etapa: Acoplamento do aminoácido subseqüente 
 
 
 
 
 
 
 
4º Etapa: Desproteção do grupo protetor (Fmoc) 
5a Etapa: Clivagem do peptídeo da resina (90%TFA) 
 
 
 
 
                                      
                                     =  
grupos protetores 
Figura 3:  Etapas de obtenção dos peptídeos em fase sólida da estratégia Fmoc 
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Características do Suporte Sólido para  SPPS 
 Desde a implantação da metodologia desenvolvida por Merrifield em 1963, o 
suporte polimérico mais utilizado para a síntese peptídica em fase sólida tem sido, como já 
enfatizado, o copolímero de estireno e divinilbenzeno, derivado com grupamentos 
específicos. É um copolímero formado por monômeros de estireno cotendo usualmente, de 
1 a 2%, em peso, de intercruzamentos de divinilbenzeno, no caso do uso em síntese 
peptídica. É uma resina de natureza hidrofóbica, constituída predominantemente por anéis 
benzênicos (já mostrado na figura 1). Ela apresenta uma melhor solvatação (inchamento) 
em  solventes do tipo apolar como tolueno, diclorometano e clorofórmio do que em 
solventes do tipo polar, como álcoois, dimetilformamida ou água (Wieland et al. 1969). 
Como a propriedade de inchamento é proporcional ao grau de flexibilidade ou mobilidade 
interna das malhas da resina (Cilli et al. 1999; Cilli et al. 1997b; Marchetto et al. 2005; 
Regen 1974), admite-se também, que todos os processos de difusão, acoplamento de 
aminoácidos, lavagens de reagentes e subprodutos, deverão estar otimizados com o uso de 
solventes orgânicos apolares.  Entretanto essa propriedade de solvatação pode alterar-se 
bastante, dependendo da natureza e da quantidade de grupos que funcionalizam a resina, ou 
seja, caso esta apresente por exemplo,  um teor muito elevado de amino grupos (ou alto 
grau de substituição) mas na forma protonada, ou ainda, da estrutura química que se ligar a 
este grupamento como a inserção progressiva de ligações peptídicas. Neste caso, a natureza 
polar das mesmas poderá afetar significativamente a característica hidrofóbica do 
copolímero, alterando-lhe as propriedades de solvatação e da dinâmica de sua malha 
polimérica, dependente da natureza do solvente a ser utilizado.   
 
1.3. Resina Comercial de Troca Iônica DEAE-Macroprep como Suporte Sólido 
para Síntese Peptídica e Cromatografia em Coluna 
 
1.3.1. Cromatografia de troca iônica  
 
Troca iônica é provavelmente uma das técnicas cromatográficas mais 
freqüentemente utilizadas para a separação e purificação de proteínas, polipeptídeos, 
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carboidratos, polinucleotídeos, e outras biomoléculas carregadas. A razão para este sucesso 
encontra-se nas suas qualidades tais como: larga aplicabilidade, alto poder de resolução, 
capacidade, simplicidade e controlabilidade deste método (Bonnerjera et al. 1986; Collins 
1997; Snyder e Kirkland 1979; Strain 1951; Strain 1950) 
 A partir da década de 30, com a síntese das primeiras resinas de troca iônica, 
baseadas em fenol e formaldeído (Adams e Holmes 1935), que permitem a troca de cátions, 
esta técnica passou a ser melhor observada,  bem como,  começaram a ser produzidas 
resinas de troca iônica orgânicas, muito mais eficientes,  tornando-se um meio químico de 
extraordinário valor em processos analíticos. Posteriormente, resinas de poliacrílico, ou 
poliestireno entrecruzado com divinilbenzeno, com substituintes sulfônicos, carboxílicos ou 
alquilaminos, passaram também a serem empregadas com este fim (Coutinho et al. 2003; 
Dumont e Fritz 1995; Yokoyama et al. 2002). 
Para o processo químico de troca iônica, a fase estacionária é constituída de uma 
matriz onde são adicionados grupos funcionais ionizáveis. Assim são obtidos os trocadores 
aniônicos que têm sítios ativos carregados positivamente, retendo ânions, e os trocadores 
catiônicos, que têm sítios carregados negativamente que retêm cátions. Os diferentes graus 
de afinidade eletrostática entre o trocador e os íons da fase móvel regem este tipo de 
cromatografia. A separação de materiais por cromatografia por troca iônica está baseada na 
adsorção reversível e diferencial dos íons da fase móvel pelo grupo trocador da matriz. A 
diferença de afinidade entre os íons da fase móvel e a matriz é devido a diferença de carga, 
sendo possível controla-la utilizando fatores como o pH e a força iônica (Collins 1997). 
Separação em cromatografia de troca iônica depende sobretudo, da adsorção 
reversível de moléculas de soluto carregadas  para imobilizar grupos de troca iônica de 
carga oposta. A matriz de um trocador é constituída de um material poroso, natural ou 
sintético, inerte, insolúvel em água e em solventes orgânicos, apresentando ligações 
covalentes a grupos trocadores iônicos.  As matrizes, quanto ao material que as formam, 
são classificadas em inorgânicas e orgânicas, sendo naturais ou sintéticas. Por serem, em 
geral, mais eficientes, são amplamente utilizadas como matriz, algumas resinas orgânicas 
altamente polimerizadas, com ligações cruzadas. Dependendo do grupo trocador ligado 
covalentemente à matriz, os trocadores iônicos são classificados em aniônicos e catiônicos 
(Collins 1997).  A presença de grupos carregados é uma propriedade fundamental de um 
trocador iônico e este grupo determina o tipo e força do trocador iônico, a sua quantidade e 
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disponibilidade determina a sua capacidade. Há uma variedade de grupos os quais têm sido 
escolhidos para uso em troca iônica, alguns desses estão mostrados na tabela 1, conforme 
abaixo. A escolha de um trocador iônico deve ser orientada em função da finalidade a que 
se destina, conhecendo-se o material a ser separado, com finalidade analítica ou 
preparativa, escolhe-se o trocador conveniente  (aniônico ou catiônico) com base nas suas 
propriedades ácido-bases.  
 
Tabela 1:  Grupos funcionais presentes em resinas de troca iônica 
Trocador de ânion Grupo funcional 
  
Dietilaminoetil (DEAE) -O-CH2-CH2-N+H(CH2-CH3)2 
Aminoetil  quaternário (QAE) -O-CH2-CH2-N+(CH2-CH5)2-CH2-CHOH-CH3 
Amonium  quaternário (Q) -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-CH2-N+(CH3)3 
Trocador de cation Grupo funcional 
  
Carboximetil (CM) -O-CH2-COO- 
Sulfopropil (SP) -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CH2-CH2SO3- 
Sulfonato de metila (S) -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-CH2SO3- 
 
 
1.3.2. DEAE-MacroPrep 
 
A resina a ser usada é a dietilaminoetilamino (DEAE)-MacroPrep, comercializada 
pela BioRad Co. (USA), conforme já antecipado. Esta resina é utilizada como polímero 
para uso apenas em cromatografia de troca aniônica, do tipo, fraca. Ela é constituída por 
uma matriz formada por grupamentos acrilatos polimerizados de tal modo que o seu limite 
de exclusão é um dos mais elevados conhecidos na literatura (acima de 106 Da) e é bastante 
estável química e fisicamente. Visualmente, a DEAE-MacroPrep é uma resina granular 
com diâmetro dos grãos secos ao redor de 100 µm que solvata-se bem em meio polar 
incluindo o aquoso. Grupamentos amínicos primários ou secundários e/ou mesmo os 
hidroxilatos poderiam ser os sítios para o início do crescimento da seqüência peptídica.  
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Deste modo, como os experimentos comprobatórios da viabilidade do uso 
alternativo da resina DEAE-Macroprep como polímero para a síntese peptídica e 
cromatografia de afinidade (Bikales e Menges 1985; Cuatrecasas et al. 1968; Kaplan et al. 
1974; Lowe 1979), já foram realizados pelo nosso grupo (Nakaie et al. 2003), iremos mais 
uma vez, fazer uso desse copolímero na síntese de uma seqüência peptídica e que tenha 
afinidade para o glicosaminoglicano heparina e compostos similares. A síntese desta 
seqüência  peptídica será testada na DEAE-Macroprep e, caso tenha sucesso, partiremos 
para o ensaio de afinidade. Neste caso, devemos considerar sempre que o grupamento 
DEAE se mantém na resina, ocorrendo portanto a presença de sítios catiônicos para 
cromatografia também de troca aniônica, além de peptídeos para ensaio de afinidade. Esta 
dualidade de propriedades cromatográficas pode ou não ser positiva para a purificação de 
uma macromolécula biológica. Dependerá essencialmente de suas características e das 
forças de interações competitivas ou não, entre a de interação por afinidade e o eletrostático 
dentro da matriz polimérica presente na coluna cromatográfica.  
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2. PROPOSTAS DE TRABALHO 
 
2.1. Síntese e estudos de alguns tipos de copolímeros de estireno (DVB, TEG e 
HD) 
 
Polímeros sintéticos podem ser obtidos pela combinação de diferentes monômeros 
através de um grande número de mecanismos de reação. A manipulação de parâmetros 
operacionais durante a etapa de produção do polímero é um artifício de grande interesse 
prático no desenvolvimento e melhora de materiais poliméricos. Desse modo, como 
objetivo principal de iniciarmos o nosso aprendizado no campo da obtenção de 
copolímeros, três tipos foram selecionados, todos com base em uma estrutura de 
poliestireno mas alterando-se o tipo do grupamento responsável pelo intercruzamento 
(reticulação) dos mesmos. 
Deste modo, além do divinilbenzeno, grupamentos de diacrilato de tetraetilenoglicol 
e diacrilato de 1,6-hexanodiol (Renil, Nagaraj et al. 1994; Renil and Pillai 1996; Varkey 
and Pillai 1998; Kumar and Pillai 1999; Kumar, Pillai et al. 2000) serão testados. As 
estruturas químicas destes compostos serão apresentadas no item Resultados e os dois 
últimos são de caráter mais polar do que o divinilbenzeno, por possuírem em sua estrutura, 
alguns átomos de oxigênio. Denominados doravante de DVB, TEG e HD, respectivamente, 
iremos partir para a síntese dos mesmos, procurando variar o teor de intercruzamento (de 
0,5 até 50%, em mol) em alguns dos copolímeros. Um outro aspecto que será investigado é 
o efeito do solvente diluente durante a fase de polimerização. Os solventes bastante 
empregados para esta finalidade são o tolueno e o n-heptano. Ambos serão portanto 
utilizados em diferentes proporções (100/0; 50/50/ 0/100 e mesmo 0/0, isto é, sem 
solvente).  
Após o final da síntese, estes materiais poliméricos serão peneirados de acordo com 
o tamanho observado previamente da população dos grãos, em peneiras com porosidades 
apropriadas e a massa recolhida em cada peneira será pesada e avaliada quanto ao seu 
tamanho, índice de quebras e posteriormente, grau de solvatação (inchamento) e densidade.  
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2.2. Síntese e estudos de derivados de (DVB, TEG e HD) 
 
Objetivando aumentar o leque de opções de aprendizado no tocante à técnica de 
síntese de materiais poliméricos, estes copolímeros a serem obtidos no item anterior serão 
derivados de diferentes modos, para termos ao final, um conjunto de resinas que, em função 
desta derivação, poderão servir para determinadas finalidades em termos de aplicação 
prática no campo biológico. Assim, podemos subdividir as derivações a serem efetuadas, 
conforme o copolímero: 
 
a) DBV: este copolímero de natureza bastante hidrofóbica, contendo baixo teor de 
intercruzamento de divinilbenzeno será empregado para :  
i) obter lotes de benzidrilamino-resinas (BAR) já mencionada e que serão 
investigadas em função de propriedades como a de inchamento (microscopia dos grãos) ou 
por RPE, através da marcação de seus grupos fenilmetilamínicos com o marcador Fmoc-
TOAC e posterior avaliação da dinâmica no interior de sua estrutura na forma solvatada. 
Alguns destes lotes serão comparativamente empregados para a síntese peptídica de 
peptídeos modelos. Além disto, determinados lotes de BAR serão derivados com diferentes 
teores de grupamentos polares do tipo polietilenoglicol (PEG), obtendo-se PEG-BARs que 
serão avaliados também quanto às suas propriedades físico-químicas;  
ii) inserção de grupamentos sulfônicos em sua estrutura. Um dos objetivos a serem 
avaliados com este tipo de material polimérico será o de partirmos para a cromatografia de 
troca catiônica, empregando-se produtos com carga positiva em meio neutro. 
 
 b) TEG: este copolímero será, conforme protocolo já estabelecido derivado para a 
obtenção inicial do derivado clorometilado e posteriormente, do aminometilado. Este 
último composto que denominaremos de ATEG, será testado quanto  às suas propriedades 
de síntese de peptídeos. Além disto, serão comparativamente investigados em termos de 
propriedades de solvatação (inchamento por microscopia) e também por RPE. 
 
c) HD: similarmente ao TEG, este copolímero também será derivado 
seqüencialmente em forma de cloreto e posterior transformação em aminometilado 
(doravante, denominado AHD). Ele será também empregado para checarmos a viabilidade 
